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@ Verfahren zum Darstellen von biologisch aktivierten ferromagnetischen Partikeln sowie Vorrichtung dafur 
(57) Bei einem Verfahren fur die Darstellung von biologisch 

aktivierten ferromagnetischen Partikeln werden monova- 

lente primare Antikorper mit ferromagnetischen Partikeln 

im Uberschuss gemischt, welche mit sekundaren Antikor- 

pern beschichtet sind, und anschliefcend mittels partieller 

Sedimentation aggregierte Partikel abgetrennt; diese be- 

stehen aus einem monovalenten primaren Antikorper 

und antikorper-beschichteten ferromagnetischen Teil par- 
tikeln. 

Zudem wurde bei einem Verfahren fur die Darstellung 
von biologisch aktivierten ferromagnetischen Partikeln 
Viren mit ferromagnetischen Partikeln im Uberschuss ge- 
mischt, welche mit gegen die Hullproteine der Viren ge- 
richteten Antikorpern beschichtet sind, und anschliefSend 
mittels partieller Sedimentation aggregierte Partikel ab- 
getrennt werden; diese bestehen aus einem Virus und an- 
tikorper-beschichteten ferromagnetischen Teilpartikeln. 
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Besclireibung 

Die Lrlindung be I riff I ein Vcrfahren liir die Darstellung 
von biologisch akiivierten fcrromag net isehen Pari ike In. Zu- 
dem betriffi die Lrfindung eine Vorrichtung zum Naehweis 
mill Zahlen von suspendierien biologisehen Mikropartikeln 
in fliissigen Probe n. inshesondere zum Durchfuhren ties ge- 
nannten Verfahrens. 

Das Zahlen von Bakicrien. Blutzellen oder Zellbesiand- 
teilen in wassrigen Losungen erfolgt hisher miitels Dureh- 
llusszvtonieier oder Con liercou titer. Hier werden die ent- 
sp reel icnden Parlikel gefarbi und an hand von optisehen Si- 
gnaled idenliftziert oder dureh kapazitive Messungen ge- 
zahll. 

[n Kcnntnis dieser Gegebcnheilen hat sich der finder 
das Ziel gesetzt, deranige Messungen zu vereinfachen. 

Zur Losung dieser Aufgabe fuhri die Lehre des unabhan- 
gigen Anspruches; die Unteraiispriiehe geben gi'msiige Wei- 
terbildungen an. Zudeni fallen in den Rahnien der Lrfindung 
alle Kombinationen a us zumindesi zwei der in der Besclirei- 
bung, der Zeichnung tmd/oder den Anspriichen oiVenbarten 
Merkntalen. 

Frfindungsgeniatf werden inonovalente pritnare Aniikor- 
per niit ferroinagnel isehen Partikeln in mehrfacheni Uber- 
schuss gen li sell t. welche mit sekundaren Antikorpern be- 
schichtet si nil; ansehlieBend werden mine Is pariieller Sedi- 
mentation in einer Zentrifuge aggregierte Parlikel abge- 
trennt, die aus eine in monovalenten priruaren Antikorper 
und antikorperbeschiehteten fe iron lag net isehen Teilparii- 
keln bestehen. Anstelle primarer Antikorper konnen aueh 
Viren oder Gensonden verwendet werden. gegen deren 
Hullproleine bzw. Spacermolekiile die sekundaren Antikor- 
per geriehtet sind. 

Nach einem weiteren Merknial der Erfindung konnen die 
biologisehen Partikel inimunologiseh, phagologisch oder 
molekLilarbiologisch niit Partikeln verbnnden werden, die 
beini ansehliefcienden Durchsironien einer Metallspule 
niessbare und zahlbare hiduklivitatsanderungen auslosen. 

Aueh hat es sich als giinstig erwiesen. induktivitatsan- 
dernde, ferromagnet ische Partikel vor dem Du re lis trot Men 
der Metallspule mittels Eleklroniagnel in einer KunststotV- 
kapillare lestzuhalten und dort nut den in die Kapillare ein- 
stronienden biologisehen Mikropartikeln zu verhinden, 
wahrend die Probe, in weleher diese enthallen waren, aus 
der Kapillare heratisgefuhrl wird. Zudem sollen dureh die 
Metallspule als lei I eines elekironischen Schwingkreises 
zahlbare Anderungcn der Eigenschwingfrequenz erzeugt 
werden. 

Urn den apparativen Aufwand bei der optisehen Messung 
zu umgehen und eine hohere Spezihtat gegenuber der kapa- 
zitive n Messung zu erreiehen. wird also fur den Naehweis 
des einzelnen Pariikels ein geandertes Messprinzip einge- 
setzt: Die Messung der rnduktivitatsanderung einer Mikro- 
spule aus Metall. Da biologisehe Parlikel aber eine Perniea- 
bililatskonsianie p von aiinahemd 1 liaben, miissen diese 
zum Naehweis und zur Zahlung ntiitels Spule zuvor niit in- 
duktivitatsandenidcn Snbstanzen niarkiert werden. Diese 
Markieriuig gesehieht dureh die inMiiunologisehe, phagolo- 
gisehe oder molekularbiologische Ankopplung von fe n o- 
magnet isehen Partikeln, welehe monovalent entweder mit 
Antikorpem. mil Virus- Andockmolekiilen oder mil Genson- 
den an Spacerniolekulen verbnnden sind. 

Die Ankopplung der ferromagnetischen Marker gesehieht 
in einer Vorriehtung, welehe gleiehzeitig eine Anreieherung 
der zu zahlenden Partikel ermoglieht: Die Marker werden in 
einer Teflon kapillare mittels eines Elektromagnetcn als 
Sorptions-Sehieht festgehallen, bis die gesamte Probe in die 
Kapillare gepumpl wurdc und gleiehzeitig die iibersehiissige 
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Probe aus der Kapillare herausgelaufen ist. I lierauf wild der 
Magnet ausgesehaliet. damit die Marker frei diffundieren 
und die Oberllaehe der biologisehen Partikel salt i gen kon- 
nen. Darauf wird der Kapillaren-Inhalt mit einer piezoelek- 
5 irisehen Pumpe dureh eine Metallspule gepimtpt. die als 
S pi rale an f eine Leiierplaite geaizt vvurde und mil Konden- 
salor und Widerstand als Sehwingkreis gesehaltet ist. Der 
Sehwingkreis wird mit einer Erequenz angeregt, die derjeni- 
gen Eigenschwingfrequenz entsprieht, welehe geueriert 
i<> wird, wenn sieh ein durchschnililieh markierter biologiseher 
Mikropartikel in der Spule befindet. Dadureh entsteht im 
Sehwingkreis inmier dann eine Resonanzsehwingung. wenn 
ein entspreehender Mikropanikel dureh die Spule Iritt. 
Min Beispiel fur die Anwendung dieses Verfahrens ist der 
13 Naehweis von Kolibakterien in Wasserprohen. Hierzu wer- 
den monovalent pritnare E.-coli-spezifische Antikoiper mic 
an magnetisehe Beads gekoppelten sekundaren Ariiikorpem 
konjugiert. Die Suspension dieser Konjugate wird in die 
Tellon-Kapillare gepumpl und mittels Elektroinagnet dorl fi- 

-<> xiert. Beini Diirehstromen der Kapillare mit der zu untersu- 
chenden Wasserprobe werden Kolibakterien uherdie prima- 
ren Aniikoqier an den Konjugalen festgehalten. Naeh dem 
Absehalten des Magneten kann die Suspension von magne- 
tiseh tnarkierten Kolibakterien dureh die Messspule ge- 

-'5 punipt werden. Die Anzahl der Resonanz-Ereignisse im an- 
gesehlosscnen Sehwingkreis entsprieht der Anzahl der Koli- 
bakierien in der ursprung lichen Wasserprohe. Dureh den 
Einsaiz dieses Ge rates und der entsprechenden Konjugate 
ist es moglieh. ohne den aufwendigen Einsatz der Durch- 

M) Musszytonieirie Bakterien auiomatisch zu zahlen. Des weite- 
ren ist es moglieh, niit dieser Messmelhode eine Miniaturi- 
sierung des Naehweisgeraies zu erreiehen. 

Mil der besehriebenen Technik werden Partikel wie Bak- 
terien. Zellen oder Zellbestandieile in wassrigen Losungen 
naehgewiesen und geziihit. Diese Technik ermoglieht eine 
Miniaturisierung des automat isehen Partikelzahiverfahrens. 
Dazu werden die Partikel vor der Messung dureh die Reak- 
tion mil monovalenten antikoqier- bzw. virenbeschictiteien 
ferromagnet isehen Partikeln niarkiert. Die induktive Mes- 

40 sung beruht auf dem Passieren der niit den biologisehen Par- 
tikeln aggregierten ferromagnet isehen Partikel dureh die 
Mikrospule eines elektronisches Schwingkreises. Die beini 
Pa ss i e re n a 1 1 f I re I e tide n Re so n an ze re i g n i s se w e rde n g e za h 1 1 . 
Die Voiriehtung kann in der Medizin, Mikrohiologie unci 

-45 Hygiene eingesetzl werden. beispielsweise zum Auszahlen 
von Blutzellen; es konnen okologisch relevante Mikroorga- 
nismen ausgezahlt oder krankheitserregende Keime naehge- 
wiesen werden. 

Weitcre Vorieile. Merkmale und Einzelheiien der P'rlin- 

5') dung ergeben sich aus der nachfolgenden Beschreibung ei- 
nes bevorzugten Ausfiihrungsbeispieles sowie anhand vler 
Zeichnung; diese zeigt in 

Fig. 1 ein Schema zu einem erfindungsgemalSen Verfah- 
reti; 

55 Kig. 2 ein Detail der \ug. 1 in scheniatisierter Schragsicht. 
Vor einem Verfahren zum Naehweis von Kolibakterien in 
einer dureh eine Lei rung 10 ziigefiihrten Wasserprobe Z 
werden nionovalente primiire H.-coli-spezilische Antikorper 
mit an magnetisehe Beads gekoppelten sekundaren Aiilikor- 
pern konjugiert. Die Lei mug fur die monovalenien magne- 
tise hen Parlikel F ist niit 12 bezeichnet. Beide Leiiungen 10, 
12 enthalten Schlauehpunipen 14 und vereinigen sieh nach 
diesen zu einer gemeinsanien Forderleitung 16. 

Das Reagenz mil ferromagnelischen. biologisch aktivier- 

f>S ten Partikeln wird uber die Leiiungen 12 und 16 in eine Tef- 
lonkapillare 20 gepumpl und dort mittels eines lilektroma- 
gneten 22 fixieri. dessen Magnetspule mil 24 bezeichnet und 
dem die Z-foniiig aufgewickelte Tellonkapillare 20 in einem 
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konzenirisehen Polsehuh 26 /.ugeurduel ist. Dieser begrenzl 
mit einem von ihm in Radialabstatul umgebenen Polstift 28 
cinen Ringraum 30 fur die Tefloukapillare. 

Beim Durehstromen der Kapillare 20 mil der zu unrersii- 
e he tide n Wasserprohe Z werden Kolihakterien als zu /ah- 5 
lende biologisehe Purl ike I liber die priniaren Antikorperun 
den ferrouuignetisehen Konjuguten fesigehulten. Naeh do in 
Absehalteu ties Flektromagneien 22 kunn t lie Suspension 
von magneliseh tnarkierten Kolihakterien dank einer Piezo- 
punipe 32 in einer Messleitung 34 durch eine geiilzle Metall- M> 
spule als Messspule 36 einer niikrosvstemleehnisehen Bin- 
heit 40 transport iert vverden. Aus dieser werden die gezahl- 
len Partikel in Pfeilriehtung X ausgetragen. 

Die freien linden 38, 38a der Messspule 36 sind - naeh ei- 
ne in Widersiand 42 und einem Kondensator 44 - an eine 15 
liinriehtung 46 zum Anregen der Sehwingung und zum 
Messen von Resonanzereignissen angesehlossen; dort er- 
lolgt eine Univvandkmg in Ziihl impulse. 

Die Anzahl der Resonanxereiguisse itn angesehlossenen 
Sehwingkreis entsprieht der Anzahl der Kolibukterien in der 20 
urspriiugliehen Wusserprobe Z. 

Zwisehen der Tellonkapillare 20 und der Piezopumpe 32 
ist ein -ein Ventil 48 enlhallender - L.eiiungsahzweig 18 fiir 
iibersehiissige Probeanteile Q vorgesehen, dem in der For- 
derleitung 16 ein Ventil 48 naehgesehallel ist. -Z5 

Patent anspriiehe 

1. Verfahren fur die Darslellung von hiologiseh akti- 
vierien fe rro in ag ne t i se he n Pari i k e I n , da d u re h gc ke n n - M> 
zeichnet. dass tnonovalente primate Antikorper mil 
ferroniagnetisehen Partikeln itn Obersehuss getuiseht 
vverden. welehe mil sekundaren Antikorpern besehieh- 

let sind. und ansehlieBend ntitiels partieller Sedimenta- 
tion aggregierte Partikel uhget remit werden, die aus ei- 
nem nionovalenten priniiiren Antikorper und antikor- 
perbesehiehteten fetToniagnetischen Teilpartikeln be- 
stehen. 

2. Verfahren fiir die Darslellung von hiologiseh akti- 
vierlen fetToutagnetisehen Partikeln. dadureh gekenn- 40 
zeichnel. dass Viren mil ferroinugnetisehen Partikeln 

im Obersehuss gemiseht werden, welehe tnit gegen die 
Hullproieine der Viren ge rich let en Antikorpern be- 
sehiehlet situ I. und ansehlieBend ntittels pari ielter Sedi- 
ment al ion aggregierte Partikel abgetrennt werden, die 45 
aus einem Virus und untikdrper-besehiehieien lerronta- 
gnetisehen Teilpartikeln bestehen. 

3. Verfahren fiir die Darslellung von hiologiseh akli- 
vierlen ferroiuagnetisehen Partikeln. dadureh gekenn- 
zeiehnet. dass spaeerniolekiil-gekoppelle Oligonukleo- 50 
tid-Gensonden mil ferroniagtietisehen Partikeln itn 
Ubersehuss gentisehl werden. welehe tnit gegen die 
Spaeermolekiile geriehteien Antikorpern besehiehlet 
sind, und ansehlieBend ntittels partieller Sedimentation 
aggregierte Partikel abgetrennt werden. die aus einer 55 
Gensonde und umikorper-besehiehieten ferroniagtieti- 
sehen Tei I purl ike In bestehen. 

4. Verfahren naeh einem der Anspriiehe 1 bis 3, da- 
dureh gekennzeiehnet, dass die bioiogisehen Partikel 
inuuunologiseh. phagologiseh oder molekulurbiolo- ftJ 
giseh mil Partikeln verbunden werden, t lie als Marker 
beim ansehlieBenden Durehstromen einer Metallspule 
meBbare und ziihl bare Indukliviliilsanderungen auslo- 
sen. 

5. Verfahren naeh Ansprueh 4. dadureh gekennzeieh- 65 
net. dass i ndu kl i vi t at sii tide rude, ferrontagtietisehe Par- 
like! vor dent Durehstromen der Metallspule ntittels 
Flekiromagnet in einer Kunststoftkapillare festgehal- 



ten und dort mit den in die Kapillare einstronienden 
bioiogisehen Mikropartikeln verbunden werden. with- 
reud die sie enihaliende Probe aus der Kapillare her- 
ausgefiihrt wird. 

6. Verfahren naeh Ansprueh 4 oder 5, dadureh gekenn- 
zeiehnei, dass dureh die Metallspule als Tei I eines elek- 
tronisehen Sehwingkreises beim Durehstromen der in- 
dukiiviiatsanilernden Partikel ziihlbure Anderungen der 
Figensehwingfrequenz erzeugl werden. 

7. Vorriehlung zum Naehweis und '/allien liir suspen- 
dierte biologisehe Mikropartikel in lliisstgen Probe n, 
iusbesotulere Vorriehlung zum Durehfuhren der Ver- 
fahren naeh wenigstens einem der voraufgehenden An- 
spriiehe, dadureh gekennzeiehnet, dass eine Forderlei- 
tung (16) fiir eine zu messende Probe als Messleitung 
(34) von einer Metallspule als Messspule (36) umge- 
hen und diese an eine Binriehtung (46) zum Anregen 
der Sehwingung und Messen von Resonanzereignissen 
angesehlossen isl. 

8. Vorriehtuug naeh Ansprueh 7. dadureh gekenn- 
zeiehnet, dass die Forderleilung (16) an eine Hinrieh- 
tung mit Kapillaren (20), inshesondere Tellonkapilla- 
ren, angesehlossen ist sowie let/.lere einem Fleklronia- 
gnelen (22) zugeordnet sind. 

9. Vorriehtuug naeh Ansprueh 7 oder 8. dadureh ge- 
kennzeiehnet, dass die Kapillaren (20) in einem von ei- 
nem Polsehuh (24) unigebenen Rauni (30) angeordnel 
sind. 

10. Vorriehtung naeh einem der Anspriiehe 7 his 9, da- 
dureh gekennzeiehnet. dass zwisehen den Flekiroma- 
gneten (22) und einem Ventil (48) der Forderleilung 
(16) eine Zweigleitung (18) fiir iibersehiissige Proben 
(Q) angeordnel ist. 

11. Vorriehtung naeh einem der Anspriiehe 7 his 10, 
dadureh gekennzeiehnet. dass der Hinriehiung (46) 
zum Anregen der Sehwingung und Messen von Reso- 
nunzereigiiissen zur Metallspule (36) bin wenigstens 
ein Widerstand (42) und ein Kondensator (44) vorge- 
ordnet sind. 

12. Vorriehtung nueh einem der Anspriiehe 7 bis 11, 
dadureh gekennzeiehnet, dass die Messspule (36) mil 
vorgeordneter Piezopumpe (32) und iiaehgeordnelem 
Widersiand (42) bzw. Kondensator (44) Teile einer mi- 
krosvslemteehnisehen Hi illicit (40) sind. 
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